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Moyens pour 1 * identification du locus d'un gene 
majeur de la resistance au virus de la panachure jaune du 
riz et leurs applications. 

L* invention a pour objet des moyens, outils et 
precedes, pour 1 • identification du locus d'un gene majeur 
de resistance au virus de la panachure jaune du riz (en 
abrege RYMV pour Rice Yellow Mottle Virus) . Elle vise 
plus specialement, en tant qu' outils, des marqueurs et 
des cunorces PGR. 

RYMV est un virus endSmique en Afrique.Chez 
quelques rares varietes de I'espece africaine de riz 
cultivg Oryza, glaberrima, une resistance trds elevee au 
RYMV a ete identifiee. Mais comme les hybrides 
interspecif iques entre les deux especes de riz cultivees 
sont extremement steriles, les recherches anterieures 
n'ont pas permis de decrire de bases genetiques, ni--- de 
mecanisme de cette resistance. 

Les travaux des inventeurs dans ce domaine ont 
montre qu'une variety denommee Gigante, originaire du 
Mozambique et identifiee par I'ADRAO, de I'espSce 
asiatique de riz cultivS Oryza sativa, manifestait les 
memes caracteristiques que celles observees chez O. 
glaJberri/na. Les inventeurs ont caracterise la resistance 
a RYMV en mettant en evidence qu'elle est liee k un gene 
majeur de resistance recessif et identique chez les deux 



sources de resistance consideree (O. Sativa et O. 
glaberrima) . 

Cette resistance intervient au niveau du 
mouvement de cellule a cellule et se traduit par un 
blocage du virus au niveau des cellules infectees alors 
que la replication du virus est normal e . La migration du 
RYMV se fait sous forme d'un complexe nucleoproteique 
associant acide nucleique viral, proteine de la capside 
et proteine du mouvement du virus. Chez la plante, un 
facteur cellulaire, probablement une proteine, contribue 
egalement au deplacement du virus dans les cellules des 
variStSs sensibles . Chez les varietes resistantes au 
contraire, une mutation de cette proteine ne permet plus 
1 • association avec le virus et done sa diffusion dans la 
plante . 

Compte tenu de ces resultats, les inventeurs 
ont elabore une methode et des outils specifiques pour 
identifier ce gene de resistance au RYMV qui code pour 
cette proteine permet tant d'asurer le mouvement du virus 
dans la plante . 

L* invention a done pour but de fournir un 
procedS pour 1 • identification des marqueurs moleculaires 
du locus de resistance au RYMV. 

Elle vise egalement, en tant que tels, les 
fragments d'ADN tels que reveles par ce precede, et 
utilisables en tant que marqueurs. 



L' invention vise en outre les applications de 
tels marqueurs, notanunent pour d§finir d'autres marqueurs 
de haute specificite vis-a-vis du locus de resistance et 
pour predire un phenotype resistant. 

L' invention vise encore, en tant que nouveaux 
produits, les sequences des amorces utilisees dans les 
techniques PGR mises en oeuvre . 

Conf ormement a 1' invention, 1 • identification de 
marqueurs du locus d'un gene majeur de resistance ^ YMV, 
comprend 1 'utilisation de marqueurs AFLP (Amplified 
Fragments Length Polymorphism) et fait appel ^ la 
technique PGR. 

Ge precede d' identification est caract^rise en 
ce qu • il comprend 

- 1 'amplification selective de fragments d'ADN 
de riz d'une part d'individus resistants, d' autre part 
d'individus sensibles, descendant de varietes parentales, 
ces fragments ayant ete prealablement soumis a une etape 
de digestion, puis de ligation pour fixer des adaptateurs 
complementaires d'eimorces ayant, a leur extremite, un ou 
plusieurs nucleotides specif iques, I'une des amorces du 
couple etant marquee aux fins de revelation, 

- la separation des produits d • amplification, 
par electrophorese sur gel dans des conditions 
denaturantes, et 



- la comparaison des profils d • electrophorese 
obtenus avec des melanges de fragments issus de 
descendants resistants et des melanges issus de 
descendants sensibles, avec les fragments provenant des 
varietes parentales, aux fins d ' identification de bandes 
dont le polymorphisme est genetiquement lie au locus de 
resistance, cette identification etant suivie le cas 
echeant, a titre de validation, d'une verification sur 
chacun des individus et du calcul du taux de 
recombinaison g^netique entre le marqueur et le locus de 
resistance . 

Dans un mode de realisation de 1' invention, les 
fragments d'ADN sont obtenus par digestion des ADN 
genomiques de plantes rSsistantes d'une part, et de 
plantes sensibles d' autre part, et de leurs parents, k 
I'aide d* enzymes de restriction. 

Des enzymes de restriction qui se sont revelees 
appropriees comprennent EcoRI et Msel. 

De court es sequences nucleotidiques sont fixees 
aux fragments de digestion (adaptateurs) pour generer des 
extremites frsuaches auxquelles sont ensuite fixes des 
adaptateurs . 

Les amorces utilisees dans I'etape 
d' amplification sont complement aires de ces adaptateurs 
avec, a leur extremite 3*, de 1 a 3 nucleotides qui 
peuvent etre variables . 
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L'Stape d' amplification est conduite 

avantageu semen t selon la technique PGR. 

Des profils d ' amplification specif iques sont 
obtenus avec des couples d' amorces possedant §l leur 
5 extremite, respectivement , des motifs AAC et CAG, ACC et 
GAG, ou encore AGC et GAG. 

Les sequences correspondant aux adaptateurs 
EcoRI et Msel sont respectivement GAG TGC GTA GGA ATT 
G(SEQ ID N*'!) et GAT GAG TGG TGA GTA A (SEQ ID N*> 2) . 

10 Les couples d' amorces mis en oeuvre pour 

1 'amplification sont alors avantageusement choisis parmi 
E-AAG/M-GAG ; E-AGG/M-GAG ; et E-AGG/M-GAG ; dans 
lesquels E et M correspondent respectivement a SEQ ID 
N° 1 et SEQ ID N«2 . 

15 

L' etude comparative des profils d • amplification 
obtenus permet de rSveler des bandes polymorphes 
specif iquement presentes chez les vari§tes parentales 
sensibles et leurs descendants sensibles, comme expose 
20 dans les exemples, et correspondant en consequence ^ des 
marqueurs de resistance. 

En particulier, la revelation sur gel 

d'electrophorese en conditions denaturantes conduit a 

25 1 ' identification de 2 bandes marqueurs Mi et M2 
respectivement de 510 pb et 140 pb. 



t. ' 

Ces 2 bandes determinent apres 1' analyse des 
donnees de segregation un segment chromosomique de 10 a 
15 cM portant le locus de resistance et sont situees de 
part et d* autre de ce locus, a 5-10 cM, 

5 Selon une disposition du procede de 

1' invention, les bandes polymorphes identifiees en tant 
que marqueurs specifiques du locus de la resistance au 
RYMV sont isolees k partir des gels. On opSre 
avantageusement par excision des gels d ' electrophorSse . 

10 Cette etape d'isolement est suivie d'une purification en 
procSdant selon les techniques classiques. On dispose 
ainsi de fragments d'ADN. 

Selon une autre disposition de 1' invention, 
lesdits fragments purifies sont clones dans un vecteur 

15 appropri^/ tel qu'un plasmide, introduit dans des 
cellules botes, notamment des cellules bacteriennes comme 
celles de E. coll. 

Selon encore une autre disposition de 
1' invention, les fragments d'ADN purifies et clones sont 

20 sequences . 

Mettant a profit les sequences des inserts 
correspondant auxdits fragments d'ADN, 1 • invention 
fournit egalement un procede d'obtention de marqueurs de 
grande specif icite vis-a-vis du locus d'un gene majeur de 
25 resistance au RYMV. Ce procede est caracterise en ce 
qu'on definit des couples d' amorces PGR complementaires 
d'une partie de la sequence du fragment d'ADN qui a ete 
sequence, on procede a une amplification specif ique de ce 
fragment a 1 • aide de ces couples d* amorces, puis on 
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soumet les produits d ' amplification a une migration sur 
gel d ' electrophorese . 

Ces sequences d'ADN sont utilisables pour 
identifier un polymorphisme lie au locus de resistance 
5 dans une variete a etudier suivant diffSrents procedes 
ainsi que decrit dans les exemples : 

1) en identifiant directement un polymorphisme de taille 
de ces sequences d'ADN apres amplification specif ique et 

10 separation des fragments sur gel d' agarose, 

2) en digerant les produits d • amplification par des 
enzymes de restriction pour separer les produits de 
digestion sur gel d' agarose. 



15 



20 



25 



3) en utilisant ces sequences comme des sondes pour 
hybrider I'ADN de varietes de riz pr6alablement digerees 
par ■ une enzyme de restriction et determiner un 
polymorphisme de restriction. 

invention vise, en tant C[ue nouveaux 

produits, les bandes AFLP polymorphes telles 

qu* identif iees par le precede defini ci-dessus, a partir 

d'ADN de plantes de riz, et le cas §cheant isolees, 
purifiees et sequencees. 



Ces bandes AFLP sont caracterisees en ce 
qu'elles sont specif iquement mises en evidence dans une 
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variete sensible au RYMV (IR64) et dans la fraction de 
plantes sensibles issues du croisement de cette variete 
avec la variete resistance Gigante conune decrit dans les 
exemples . 

L' invention vise tout specialement les 
sequences d*ADN correspondant a ces bandes polymorphes, 
et qui permettent de definir un segment du chromosome 4 
de 10-15 cM portant le locus de resistance au RYMV. 

Compte tenu de leur precede d'obtention, les 
bandes AFLP correspondent a des fragments de restriction 
et en particulier, conformement a un mode de realisation 
du precede de 1' invention, k des fragments EcoRI - Msel . 

Des fragments de ce type sont appeles marqueurs 
Ml et M2 et sont caracterises par une taille, 
respectivement, de 510 pb et de 140 pb en gel 
d' electrophorese en conditions dena tur antes . 

Ces fragments sont caracterises en ce qu'ils 
correspondent a des sequences d'ADN flanquant le locus de 
resistance et situes de part et d' autre de ce dernier a 
5-10 cM. 

L* invention vise egalement des fragments clones 
dans des vecteurs tels que plasmides, ces vecteurs de 
clonage en tant que tels, caracterises par le fait qu'ils 
comportent de tels fragments, et les cellules hotes 



transformees a I'aide de ces vecteurs, tels que des 
cellules bacteriennes comme E. coli. 

L' invention vise notamment la sequence d'ADN 
correspondant au fragment identifie comme marqueur Ml, et 
repondant a la sequence SEQ ID 3 suivante : 

CGTGCTTGCTTATAGCACTACAGGAG AAGGAAGGGGAACACAACg^GCC^ 

GAAGGTTCAACGTCGGAGAAACAGGCTGCGACGGGCAGCAAGGTGCCGGC^ 

rGGAGGAAGGAAAAGGAGGAAATCGAA GTTATGCTGGAGGGGCTTGACC TAAGGGC^ 

GATGAGGAGGAGGATGTGGAATTGGAGGAAGATCTAGAGGAGCTTGAGGCAGATGCA 

AGATGGCTAGCCCTAGCCACAGTTCATACGAAGCGATCGTTTAGTCAAGGGGCTTTC 

TTTGGGAGT ATGCGCTCAGCATGGAACTGC GCGAAAQAAGTAGATTTCAGAGCAATG 

AAAGAC^U^lTCTGTTCTCGATCCT^TTCAATTGTTTGGGGGATTGGGAACGAGTTAT^ 

AATGAAGGTCCAT GGACCTTTCGAGGATGTTCGGTGCTCCTCGCAGAATATGA TdGC 

TGGTCCAAGATTGAAT 

La sequence d'ADN du marcpaeur Ml presente une 
taille de 471 pb. 

L' invention vise encore, en tant que nouveaux 
produits, les sequences de nucleotides utilisees comme 
amorces d ' amplification en PGR. 

De telles conorces comprennent les couples 
E-AAC/M-CAG ; E-ACC/M-CAG ; E-ACC/M-CAG ; dans lesquels E 
et M correspondent respectivement a SEQ ID N° 1 et 
SEQ ID 2. 

D'autres amorces encore sont complementaires de 
sequences identifiees dans la sequence du fragment appele 
marqueur Ml. II s'agit en particulier de sequences (5», 
3 ' ) choisies parmi : 
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AGGAAGGGGAACACAACAGCC (21 pb) (SEQ ID 4) 
TTATGCTGGAGGGGCTTGACC (21 pb) (SEQ ID 5) 
GCAGTTCCATGCTGAGCGCAT (21 pb) (SEQ ID N° 6) 
CCGAACATCCTCGAAAGGTCC (21 pb) (SEQ ID N° 7) 
TCATATTCTGCGAGGAGCACC (21 pb) (SEQ ID N° 8) 

Selon encore un autre aspect, 1' invention vise 
1 'utilisation des sequences d'ADN obtenues avec les 
amorces ci-dessus pour definir des polymorphismes 
pennettant 1 • identification de phenotypes resistants. 

L' invention concerne egalement un precede 
d' identification de la sequence d'ADN portant le gene 
majeur de la resistance au RYMV. Ce precede est 
caracterise par le criblage d'une banque constitute de 
fragments d'ADN de 100 a 150 k±) de la variete IR64 ou 
autre, tel que la banque BAG (Bacterial Artificial 
Chromosomes) , clones dans des bacteries, pour 
selectionner le ou les clones de la banque renfermant les 
marqueurs definis ci-dessus et le gene de resistance au 
RYMV. 

Une telle banque BAG est disponible auprSs de 

1 ' IRRI . 

L' existence de sites de restriction differents 
sur la sequence correspondant au marqueur Ml et notamment 
les sites correspondant a Hpall/Mcpl permet d* identifier 
avantageusement les phenotypes resistants. 
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L ' identification de sites de restriction 
differents sur la sequence correspondant au marqueur Ml 
permet de caractSriser un polymorphisme qui peut etre 
exploite avantageusement pour cartographier le marqueur 
Ml sur les cartes de liaison genetique du riz . 

La cartographie de la sequence correspondant au 
marqueur Ml permet d' identifier une zone chromosomique 
sur le chromosome 4 du riz portant le locus de resistance 
au RYMV. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention seront donnes dans les exemples qui suivent, 
dans lesquels il est fait reference aux figures 1 a 9 qui 
concernent respect ivement , 

- la figure 1 : le clonage du marqueur Ml dans 
le plasmide PGEMTeasy. La digestion du plasmide montre un 
fragment d'ADN de 510 pb correspondant ^ la bande Ml ; 

- la figure 2 : 1 ' amplification du marqueur Ml 
dans les quatre varietes de riz (Azucena, Gigante, IR64 
et Tog5681) en utilisant les couples d' amorces 

2-4) : 291 pb ; (2-5) : 310 pb ; (1-3) : 288 pb ; 
(1-4) :406 pb ; (1-5) : 425 pb ; (2-3) . Le fragment Ml 
est legerement plus grand chez Tog5681 que chez les 
autres varietes ; 
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- la figure 3 : 1 • identification de sites de 
restriction sur la sequence du marqueur Ml chez les 4 
varietes IR64, Azucena, Gigante et Tog5681 ; 

- la figure 4 : la digestion du marqueur Ml 
avec 1 ' enzyme Hpall apres amplification PGR en utilisant 
les couples d»amorces (1-3), (1-4) et (1-5) sur les 
quatre varietes (Azucena, Gigcinte IR64 et Tog5681) . La 
presence d'un site de restriction Hpall dans les varietes 
IR64 et Tog5681 libere un fragment de 86 pb qui reduit 
d'autant la taille du fragment amplifie ; 

- la figure 5 : la caracterisation du marqueur 
Ml sur les plantes sensibles et resistantes de la 
descendance F2 (IR64 x Gigante) . Les plantes F2 
resistantes ont le profil du parent resistant 
(IR64-absence du site Hpall), a 1 ' exception d'un seul 
recombinant, les plantes resistantes ont le profil du 
parent sensible (IR64 -presence du site Hpall) a 
1' exception de deux recombinants ; 

- la figure 6 : la segregation du marqueur Ml 
dans la population HD (IR64 x Azucena) : IR64 -Azucena-30 
individus HD (IR64 x Azucena) ; 

- la figure 7 : la carte de liaison genStique 
du chromosome 4 du riz avec le positionnement du marqueur 
Ml et 1 ' identification de 1 ' intervalle dans lequel se 
trouve le locus de resistance ; 
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- la figure 8 : 1 ' hybridation du marqueur Ml 
utilise comme sonde sur des membranes portant I'ADN des 4 
varietes (IR64, Azucena, Gigante et Tog5681) digerees par 
6 enzymes de restriction Apal, Kpnl, PstI, Seal, Haelll. 
La variete Tog5681 presente un profil de restriction 
different des autres varietes pour 1 ' enzyme Seal qui peut 
etre utilisee pour marquer le locus de resistance de 
cette variety ; et 

- la figure 9 : 1 • hybridation du marqueur Ml 
utilise comme sonde sur des membranes portant I'ADN 
d'individus issus de recroisement (IR64 x Tog5681) x Tog 
5681 et digeres avec 1* enzyme Seal. Cette descendance est 
en segregation pour la resistance au RYMV. Les individus 
sensibles (5) montrent tous la bande d'IR64 associee a la 
bande de Tog5681 (individus hStSrozygotes) . Les individus 
resistants (9) ne montrent que la bande de Tog5681 k 
1' exception d'un individu recombinant. 

Exemple 1 : Identification des varietes sources de 
resistance 

Les varietes utilisees dans 1' etude de la 
resistance et en particulier les deux varietes 
resistantes Gigante et Tog5681 ont ete caracteris^es 
grace a des marqueurs microsatellites sur un 
echantillonnage representatif de loci. 
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Le polymorphisme se manifeste par le nombre de 
repetitions d'un court motif nucleotidique, le plus 
souvent binucleotidique qui est caracteristique d'une 
variety donnee . 

Sur un ensemble de loci, les alleles 
repertories permettent de disposer des caracteristiques 
specif iques de chaque variete . 

La mise en evidence de ces marqueurs 
microsatellites s'effectue par 1 ' amplification de I'ADN 
avec des amorces sp^cifiques deteirminees par Chen et 
al.(l), suivie d'une migration sur gel de polyacryleunide 
en conditions denaturantes suivant le protocole decrit 
par les memes auteurs . 

Le tableau 1 donne les resultats a partir d'un 
systeme de reference etabli par Chen et al . , ci-dessus 
suivant lequel les alleles sont identifies par le nombre 
de repetitions du motif comparativement ^ la variete IR36 
qui sert de temoin. Les deux varietes Gigante et Tog5681 
sont ainsi decrites specif iquement sur 15 loci vis-a-vis 
de toutes autres varietes (les marqueurs microsatellites 
sont donnes dans la lere colonne) . 
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Tableau 1 



Locus 


Chr 


Taille 
sur IR 36 


reference 


IR36 


Gigante 


IR64 


Azucena 


TOG 
568113 


RMOOl 


1 


113 


(2) 


n 


n-26 


n 


n-22 


n-26 


RM005 


1 


113 


(2) 


n 


n-6 


n-4 


n+l6 


n-8 


RMOll 


7 


140 


(2) 


n 


n-4 


n 


n-24 


n-16 


RM018 


7 


157 


(2) 


n 


n+4 


n+6 


n+8 


n-6 


RM019 


12 


226 


(2) 


n 


n 


n+21 


n-9 


n-21 


RM021 


11 


157 


(2) 


n 


n+8 


n 


n-14 


n-32 


EIM148 


3 


129 


(3) 


n 


n+6 


n 


n 


n+6 


RM167 


11 


128 


(3) 


n 


n+4 


n 


n+32 


n+24 


RM168 


3 


116 


(3) 


n 


n-20 


n 


n-20 


n-24 


RM232 


3 


158 


(1) 


n 


n-14 


n 


n-12 


n-16 


RM022 


3 


194 


(2) 


n 


n-2 


n 


n-4 


n-2 


RM252 


4 


216 


(1) 


n 


n+38 


n+2 


n-20 


n+10 


RM255 


4 


144 


(1) 


n 


n 


n 


n 


n 


RM246 


1 


116 


(1) 


n 


n-12 


n-12 


n-16 


n-12 


RM231 


3 


182 


(1) 


n 


n+6 


n-22 


n-4 


n-12 
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Exemple 2 : Caracterisation de la resistance 

La resistance a ete caracterisee a partir de 
1' inoculation artificielle de jeunes plantules avec du 
virus comparativement a une variete temoin IR64 
extremement sensible . 

Le contenu en virus a ete suivi pendant 60 
jours aprds inoculation grace a des tests ELISA sur les 
dernieres feuilles gmises . 

Ces tests n'ont jamais pu mettre en evidence de 
signal signif icativement different de plantes tSmoins non 
inoculees par le virus . 

Une autre experimentation a ete realisee en 
inoculant des protoplastes isoles des deux varietes 
Tog5681 et Gigante . Dans les deux cas, il possible de 
detecter la presence des proteines virales (proteine de 
la capside et proteine de mouvement Pi) , ainsi que 
1' accumulation d'ARN viral, qui temoignent de la capacity 
de ces protoplastes a multiplier le virus, et ceci de la 
meme maniere que les protoplastes de varietes sensibles 
comme IR64 . 

Ainsi, si on considere que la replication, le 
mouvement de cellule a cellule, et le transport a longue 
distance a travers les vaisseaux, sont les trois etapes 
principales du deroulement du cycle infectieux dans la 
plante, la resistance de ces deux varietes reside le plus 
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Ipgiquement dans un blocage du virus au niveau des 
cellules inf ectees - 

Exemple 3 : Genetique de la resistance 

5 

Differents croisements Fl ont ete realises 
entre la variete d'O. sativa resistante (Gigante) , une 
variete d'O. glaberrima resistante Tog5681 (egalement 
identifiee par I'ADRAO) et la variete de reference trSs 
10 sensible IR64 (sSlectionnee a I'IRRI)- 

La culture du materiel vegetal, les croisements 
et la production des descendances ont ete realises dans* 
les serres de I'IRD a Montpellier. 

Les hybrides Fl obtenus entre les varietes 
15 sensibles et resistantes ont ete testes pour la 
resistance au virus du RYMV par test ELISA et suivi des 
symptomes . 

Ces hybrides Fl se sont tous reveles aussi' 
sensibles que le parent sensible et ont done montre que 
20 la nature de la resistance etait recessive. 

En revanche, les hybrides entre les deux 
sources de resistance Gigante et Tog5681 n'ont donne que 
des hybrides Fl resistants en faveur d'un seul et unique 
locus de resistance chez ces deux sources de resistance. 
25 Ces resultats sont resumes dans le tableau 2 

ci-apres. 
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Ce tableau donne la distribution des reponses 
ELISA (A 405 nm) dans les feuilles infectees par voie 
systemiqpae des hybrides Fl, des backcross et des 
descendants F2 obtenus k partir des backcross entre la 
5 variete IR64 sensible et les 2 cultivars resistants 
Gigante et Tog5681. 
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En ce qui concerne Gigante, I'heredite de la 
resistance a ete confirmee par un test de resistance sur 
55 families F3 du croisement (IR64 x Gigemte) . Les 
resultats sont donnes dans le tableau 3 . 
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L ' examen de ce tableau montre que : 

- 1/4 de plantes F2 ne donne que des plantes resistantes 
5 dans les descendances F3, et sont homozygotes pour la 

resistance 

- 1/4 de plantes F2 ne donne que des plantes sensibles 
dans les descendances F3, et sont homozygotes pour la 
sensibilite 

10 "1/2 des plantes F2 sont en segregation pour la 
resistance et donnent des plantes sensibles et 
resistantes avec la m§me proportion (3:1) dans les 
descendances F3 . 

15 L'ensemble des resultats s ' accorde parf aitement avec un 
seul gene de resistance recessif present chez les deux 
variStes Gigante et Tog5681. 

Exemple 4 : Identification des marqueurs de 
20 resistance Ml et M2 selon le protocole AFLP 

a - Obtention de pools d'ADN 

Les feuilles de 10 plantes sensibles et de 10 
plantes resistantes issues d'une F2 (IR64 x Gigante) ont 
€te prelevees pour extraire leur ADN. 

25 Les ADN ont ensuite melanges de maniSre 

stoechiometrique pour constituer deux pools d'ADN 
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correspondant respectivement a 10 plantes F2 sensibles ou 
resistantes avec une concentration finale du melange de 
50 ng//xl. Ces melanges ont servi de base It 
1 • identification de marqueurs de resistance par la 
methode AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism) 
pour polymorphisme de longueur de fracpnents amplifies qui 
a ete developpee par Zabeau et al (4), et Vos et al.(5). 
Les produits utilises se presentent sous forme d'un kit 
commercial (Gibco BRL) delivre par Keygene & Life 
Technologies . 

b - Obtention de fragments de restriction 

250 ng de chacun des pools d'ADN k 50 ng/ptl et des 
parents sont digeres simultanement par deux enzymes de 
restriction (EcoRI et Msel) . 

Reaction de digestion (25 /xD ' 
5 111 d'ADN (50 ng/ml) 
0,2 /il (2 U) de EcoRI (10 U//xl) 
0,2 fil (2 U) de Msel (5 UZ/xl) 
5 111 de tampon T4 ligase 5X 
14,5 111 de H2O. 
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La reaction de digestion s'effectue pendant 

deiix heures a 37°C, puis 15 min. a 70°C pour inactiver 

les enzymes de restriction. Apres digestion, il est 
proc€d§ k une reaction de ligation. 

Reaction de ligation (50 mD ' 

25 ^1 du milieu react ionnel de double digestion 

1 111 d»adaptateur EcoRI 

1 /il d'adaptateur Msel 

5 fil de tampon T4 Ligase 5X 

1 (xl (1 U) de ligase (10 U//il) 

17 fll H2O. 

La reaction de ligation s'effectue sL 37^C, 
pendant 3 heures, suivie d'une inactivation de 1' enzyme k 
60*=*C pendant 10 min. 

c - Amplification 

L ' simplification proprement dite a etS realisee 
en deux etapes : preeanplif ication et amplification 
specif ique . 

CI - Reaction de pre amplification (50 /xp 

5 /xl du milieu reactionnel renfermant I'ADN 
digere et fixe aux adaptateurs, dilue au l/lO 

0,5 fil d' amorce EcoRI (150 ngZ/xl) 
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0,5 /xl d'cunorce Msel (150 ng//xl) 
2 /xl de melange de nucleotides 5 inM 
5 /xl de tampon 10 X, Promega 
5 fil de MgCl2 25 mM 

0,2 111 (1 U) de Taq polymerase (5 U//xl) 
31,8 /xl de H2O. 

Les caracteristiques de la pre-amplif ication 
par PGR sont les suivantes : 

20 cycles avec denaturation : 30 sec a 94*^0 

hybridation : 3 0 sec a 56*=*C 
elongation : 1 min a 72^C 

L' amplification selective se fait a partir d'un aliquote 
de la premiere cunpl if ication diluee au 1/3 0 en utilisant 
des amorces ayant 3 nucleotides selectifs a I'extremite 
3', et en marquant I'une des amorces pour reveler les 
bandes sur un film autoradiographique . 
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On utilise les couples d' amorces suivants : 
E-AAC/M-CAG 
E-ACC/M-CAG 
E-AGC/M-CAG, 
dans lesquels 
E repond a la sequence 

GAG TGC GTA CCA ATT C (SEQ ID N*»l) , et 
M a la sequence 

GAT GAG TCC TGA GTA A (SEQ ID 2) . 

La temperature d ' hybridation est diminuee de 0,7^C par 
cycle, pendant les 11 cycles suivants : 

2 0 derniers cycles denaturation : 30 sec a 90**C 

hybridation : 3 0 sec a 56**C 
elongation : 1 min a 72*=*C 

On precede au marquage de 1' amorce EcoRI (ramene ^ 
un tube de 0,5 ^il) : 

0,18 fil de I'cunorce EcoRI (Sng) 
0,1 1x1 de Y^^P ATP (10 mCu//il) 
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0,05 111 de tampon kinase 10 X 

0,02 111 (0,2U) de T4 polymerase kinase (10U//xl) 
0,15 111 de H2O, 

La reaction de marquage se fait a 3 7°C pendant 
1 heure et est arretee par 10 minutes a 70«C. 

C2 - Reaction d' amplification specif ique 
(20 fJLl) : 

0,5 111 d ' amorce EcoRI marquee 

5 111 du milieu rSactionnel de pre- 
amplif ication, dilue au 1/30, 

0,3 111 d' amorce Msel (100 ng//xl) 

0,8 111 de melange de nucleotides 5 mM 

2 111 de tampon 10 X Promega 

2 111 de MgClj 25 mM 

0,1 111 (0,5 U) de Taq polymerase (5 U//il) 
9,3 111 de H2O. 



Les caracteristiques de 1 ' amplification sont 

les suivantes : 
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32 cycles avec 

. pour le premier cycle : 

denaturation : 3 0 sec a 94 °C 

hybridation : 30 sec a 65 "C 

Elongation : 1 min a 72° C 

les 11 cycles suivants : les memes conditions que 
pr#c6deinment, avec diminution Sl chaque cycle de 0,7»C de 
la temperature d ' hybridation ; et pour 

. les 20 dernier s cycles : 

denaturation : 3 0 sec a 90°C 

hybridation : 30 sec a 56«»C 

Elongation : 1 min a 72 °C 

d - Electrophorese et Autoradiographie 

A la fin de la reaction d • amplification, 20 ^1 
de tampon de charge sont ajoutes (98 % de formamide, 
0,005 % de xylene cyanol et 0,005 % de bleu de 
bromophEnol) . Les produits d ' amplification sont sSpar§s 
par electrophorese sur gel de polyacrylamide denaturant 
(6 % d'acrylamide, 8 M d'uree) avec un tampon de 
migration TBE (Tris 18 mM, EDTA 0,4 mM, acide borique 18 
mM, pH 8,0) pendant 3 heures de migration k puissance de 
50 watts. AprSs migration, le gel est fixe dans une 
solution IV d' acide acetique/2V d'ethanol absolu pendant 
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20 minutes. Le gel est transfere sur un papier Wattman 3M 
et seche pendant 45 minutes a 80**C avec un secheur de 
gel . Le gel est placS dans une cassette avec un film 
ultrasensible . L • autoradiographie est rev^lee apres deux 
jours d' exposition. La comparaison des profils obtenus 
Chez les parents et les pools de plantes sensibles ou 
resistantes permet d' identifier des bandes presentes dans 
I'un des pools, mais aQDsentes dans 1' autre, Ces bandes 
candidates au marquage de la resistance sont ensuite 
verifiees individuellement sur chacune des plantes 
composant les pools d'ADN. 

e - Rgsultats 

L' etude des resultats obtenus montre que les 
deux marqueurs appeles Ml et M2 sont presents chez le 
parent sensible (IR64) ainsi que dans toutes les plantes 
F2 (IR64 X Gigante) composant le pool de plantes 
sensibles, alors que cette bande est absente chez le 
parent resistant (Gigante) et qu'un seul individu du pool 
resistant manifeste cette bande. Le meme type de 
variation est observe dans le recroisement 
(IR64 X Tog5681) x Tog5681. Les autres marqueurs 
identifies dans cette analyse (M3 a M6) montrent aussi la 
meme variation: 

- presence des bandes chez le parent sensible et le 
pool des plantes sensibles F2 (IR64 x Gigante) ainsi que 
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les plantes sensibles du recroisement {IR64 x Tog5681) x 
Tog5681 - 

absence de bande chez les parents resistant s 
Gigante et Tog5681, chez le pool des plantes resistantes 
F2 (IR64 X Gigante) et chez les plantes rSsistemtes du 
recroisement (IR64 x Tog5681) x Tog5681- 

Les donnees de segregation entre les marqueurs AFLP 
Ml a M6 et le locus de resistcince pour les pools F2 (IR64 
X Gigante) et le backcross interspecif ique {IR64 x 
Tog5681) x Tog5681 sont resiimees dans les taJDleaxix 4 et 
5. L' analyse des donnees de segregation et des rares 
recombinants observes dans les deiox croisements permet 
d'evaluer les taux de recombinaison entre ces differents 
marqueurs et le locus de resistance. En particulier, les 
marqueurs Ml d'une part et les marqueurs M2 a M6 d' autre 
part determinent un segment inferieur a 10-15 cM portant 
le locus de resistance • Ml et M2 sont ainsi a moins de 
5-10 cM et places de part et d' autre de ce locus. 



Phonoiype 

Genotype resistance RYMV 
Marqueur AFLP 



Resistant 



Sensible 



tt 

■hi- 



ss 



It 
-I- 



II 



Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog568 1 



10 
1 1 
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Resistance / Marqueur M2, M3, M4, M6 



Ph^notype 

Genotype resistance RYMV 
Marqueur AFLP 



Nombre d'individus observes 



Resistant 



tt/sR 
-/- 



+/- 



RS 
+/ 



Sensible 



It 
-/- 



Pool F2 resistant (1R64 x gigante) 
Pool F2 sensible (1R64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog5681 



11 

10 



10 



Resistance / Marqueur M5 
Phenotype 

Genotype resistance RYMV 
Marqueur APLP 



Nombre d'individus observes 



Resistant 



tt/gg 
-/- 



+/- 



gg 



// 
-/- 



Sensible 



Pool F2 resistant (1R64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog5681 



11 

9 3 
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Tableau 4.5 : Tableaux de contingence entre les marqueurs AFLP M 1 a M6 et le locus de resistam 
pour les pools F2 (IR64 x Gigante) et le back cross interspecifique (IR64 x Tog5681) x Tog568l. 



Tableau 4 
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Marqueur tVI 1/Marqueurs iVI2, iVI3, iV14. M6Nombre d'individus observes 



Genotype Ml 

Genotype M2. tV13, M4. M6 


+/* 


4-/* 
-/- 


-/- 
+/♦ 


-/- 


Pool F2 resistant (1R64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross inierspecifique Tog568l 


0 
10 

11 


I 

0 
2 


0 
0 
2 


10 
0 

11 




Marqueur Ml /Marqueur M5 


Nombre d'individus observes 


Genotype Ml 
Genotype M3 


+/* 
+/♦ 


+/* 
-/- 


-/- 
+/* 


-/- 


Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog5681 


0 
10 
11 


1 

0 
2 


0 
0 
3 


10 
0 
10 




Marqueur M5/Marqueurs M2, M3, M4, M6Nombre d'individus observes 


Genotype M5 

Genotype M2, M3, M4, M6 


+/* 
+/♦ 


+/* 
-/- 


+/* 


./- 


Pool F2 resistant (IR64 x gigante) 
Pool F2 sensible (IR64 x gigante) 
Backcross interspecifique Tog568 1 


0 
10 
13 


0 

0 

1 


0 
0 
0 


11 

0 
12 


* : (-) backcross interspecifique Tog568l, (+ ou - 


) poo! F2 







Tableau 4.6. Tableaux de contingence obtenus avec les marqueurs AFLP Mia M6 dans les pools 
(1R64 X Gigante) et le backcross interspecifique (IR64 x Tog5688l) x Tog5681. 



Tableau 5 
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Exemple 5 ; Isolement du marqeur Ml 

Une nouvelle amplification, avec le meme couple 
d'cunorces, a ete realisSe, suivie d'une migration sur gel 
5 de polyacrylamide dans les memes conditions que celles 
enoncees ci-dessus. La revelation a ete faite par une 
coloration au nitrate d' argent, avec le kit silver 
staining (Promega) , pour visualiser directement les 
bandes sur le gel. Apres revelation, la bande Ml a Ste 
10 excisee du gel, puis I'ADN a ete elue dans 50 /xl d'eau a 
pendant une nuit . 

Un aliquot de 5 /xl a ete preleve et reamplifie 
avec les memes couples d' amorces avec un marquage au P^^. 

Le produit d' amplification a ete s6par6 a 
15 nouveau sur gel d'acrylamide denaturant a 6%, et compare 
aux parents et aux pools sensibles et resistants . La 
piste correspondant a ce produit d' amplification montre 
une seule bande de 510 pb migrant exactement au meme 
niveau q[ue la bande d'origine qui avait ete excisee. Un 
20 autre aliquot de 5 /xl a ete egalement amplifie avec les 
memes amorces et a et§ separe sur gel d' agarose Sl 1,8%. 
La bande correspondant a la taille attendue (510pb) a ete 
k nouveau excisee et purifiee avec un kit gene clean 
(Promega) . 



25 



34 



Exemple 6 : Clonage et Sequengage du Marqueur 

Ml 

, clonage 

3 111 du produit de purification ont ete 
utilises pour une reaction de clonage pendant une nuit a 
37°C- 

3 111 de produit de purification 
1 /xl de vecteur PGEMTeasy 

1 fil de T4 Tampon ligase 10 X 
1 /xl de T4 DNA Ligase 

4 /xl de H2O 

La transformation a 6te realisee avec la souche 
E. Coli JM109 en ajoutant 5 /xl du produit de clonage a 
100 /xl de cellules competentes de E. Coli JM109- Une 
preculture a 4te realisee sur milieu de culture LB 
pendant 1 heure, a 3 7 °C. Ensuite les bacteries ont ete 
etalees sur bolte de Petri contenant de I'agar a l/lOOO 
d' ampicilline. 50 /xl d'IPTG-XGal sont ajoutes juste avant 
I'etalement des bacteries pour selectionner les bacteries 
transf ormees . Une colonie blanche ( transf ormee) a ete 
selectionnee et remise en culture dans les memes 
conditions (Agar plus ampicilline) . 
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A partir de cette culture, une mini -preparation 
d'ADN plasmidique a ete rSalisee avec le kit Wizard plus 

(Promega) . L'ADN plasmidique contenant 1' insert a ete 
dig^re avec 1' enzyme EcoRI pour verifier la presence du 
marqueur Ml. Un gel d' agarose a 1,8% a permis de verifier 
la presence de la bande de 3 kb correspondant au plasmide 
et de la bande de 510 pb corespondant au marqueur Ml 

(photo 1) . 

. Sequengage 

La sequence de 1 ' insert (SEQ ID N° 3) est la 
suivante (5 • , 3 • ) : 



SEQ ID N<» 3 

20 30 40 50 60 70 

GTGCTTGCTTATAGCACTAC?^GGAG AAGGAAGGGGAAC?^CAAC?^GCC:^ 

AAGGTTCAACGTCGGAGAAACAGGCTGCGACGGGCAGCAAGGTGCCGGCGGCGGATC 

GGAGGAAGGAAAAGGAGGAAATCGAAG TTATGCTGGAGGGGCTTGACCT AAGGGCAG 

ATGAGGAGGAGGATGTGGAATTGGAGGAAGATCTAGAGGAGCTTGAGGCAGATGCAA 

GATGGCTAGCCCTAGCCACAGTTCATACGAAGCGATCGTTTAGTCAAGGGGCTTTCT 

TTGGGAGT ATGCGCTCAGCATGGAACTGC GCGAAAGAAGTAGATTTCAGAGCAATGA 

AAGACAATCTGTTCTCGATCCAATTCAATTGTTTGGGGGATTGGGAACGAGTTATGA 

ATGAAGGTCCAT GGACCTTTCGAGGATGTTCGGTGCTCCTCGCAGAATATGAT GGCT 

GGTCCAAGATTGAAT 

Les sequences correspondant aux amorces 
utilisees pour les amplifications AFLP ont ete retrouvees 
et montrent que la bande correspond a un fragment de 
restriction (EcoRI - Msel) . 
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En deduisant les sequences correspondant axix 
amorces, la taille reelle du fragment d'ADN de riz clone 
est de 471 pb. 

L' utilisation des diff brents couples d* amorces 
(1-3), (1-4), (1-5) d'une part et (2-3), (2-4), (2-5) 
d' autre part permet de valider le clonage de la bande 
AFLP Ml. amplification de I'ADN des varietes utilisees 
dans les croisements avec ces amorces ne montre qu'une 
seule bande. Le fragment correspondant a la variete 
Tog56581 est un peu plus important que celui des autres 
varietes (fig. 2) . 

Example 7 : Transformation de la sequence Ml en 
marqueur polymorphe 

Un polymorphisme pour le marqueur Ml a ete 
determine entre les parents de la population haploide 
doublee (IR64 x Azucena) . Cette population compte plus de 
3 00 marqueurs repartis sur les 12 chromosomes du riz. 
Pour cela, on s»est appuyS sur les sites de restriction 
de la sequence du marqueur Ml determinee sur le parent 
IR64 (fig. 3). Les amorces (1-3), (1-4) et (1-5) ont ete 
utilises pour amplifier I'ADN des parents des croisements 
qui a ensuite ete dig^re par des enzymes de restriction. 
Le site de restriction Hpall/Mspl libdre un fragment de 
86 pb lorsque 1 ' amorce 1 est utilisee. Ce site est absent 
Chez les varietes Gigante et Azucena. (fig. 4) . 
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Le marqueur a ete teste sur les individus F2 du 
pool sensible et du pool resistant du croisement (IR64 x 
Gigante) • Tous les individus resistants ont le prof il de 
la variete Gigante (absence du marqueur AFLP Ml associ#e 
a I'cibsence du site de restriction Hpall/Mspl) a 
1' exception de 1 • individu (5.11). Les individus sensibles 
presentent le site de restriction Hpall/Mspl a I'etat 
homozygote conune la variete IR64 a 1' exception de deux 
individus heterozygotes qui sont recombines (fig. 5) . 

La secjuence du marqueur Ml que 1 ' on peut 
amplifier par des amorces specifiques correspond bien au 
marqueur AFLP Ml. La digestion par 1 ' enzyme Hpall/Mspl 
permet de distinguer 1» allele venant du parent sensible 
{IR64) du parent resistant (Gigante) . 

Ces nouvelles donnees permettent de conforter 
la position du locus de resistance entre les marcjueurs Ml 
et M2 et d'estimer les taux de recombinaison a 0,065 ± 
0,04 5 pour la distance entre Ml et le locus de resistance 
et 0,11 ± 0,047 pour la distance entre les marqueurs Ml 
et M2 . 

Exemple 8 : Cartographie du marqueur Ml 

Soixante individus de la population (IR 64 x 
Azucena) ont ete passes pour le marqueur Ml : 
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amplification avec les amorces (1-3) et digestion par 
1' enzyme Hpall/Mspl, suivie d'une separation des 
fragments sur un gel d' agarose a 2,5 %. La segregation du 
marqueur Ml est sans distorsion (fig. 6) . Les resultats 
permettent de cartographier le marqueur Ml en utilisant 
un logiciel de cartographie (Mapmaker V3) , qui permet de 
placer le marqueur Ml sur le chromosome 4 entre les 
marqueurs RG 163 et RG 214 (fig. 7) . Get intervalle 
represente la zone ou se situe le locus de resistance au 
RYMV, 

Exemple 9 : Marquage du locus de resistance de 
la variety Tog5681 

La presence du site de restriction Hpall/Mspl 
dans la variete Tog5681 ne permet pas d'utiliser la 
strat^gie de 1' exemple 8 pour verifier que le marqueur Ml 
est aussi un marqueur de la resistance provenant de 
Tog5681. Aussi, les 4 varietes Azucena, Gigante, IR64 et 
Tog56 81 ont ete digerees avec 12 enzymes de restriction 
(BamHI, Bg/II, Dral, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Apal, Kpnl , 
PstI, Seal, Xbal, Haelll) pour identifier un 
polymorphisme de restriction en utilisant la sequence 
d'ADN du marqueur Ml comme sonde. L' enzyme Seal permet 
d' identifier un polymorphisme entre IR64 et Tog5681 (fig. 
8) . Ce polymorphisme a ete utilise pour valider le 
marqueur Ml sur un recroisement (IR64 x Tog5681) x IR64 
en segregation pour la resistance. 5 individus sensibles 
de ce recroisement ont ete testes et montrent tous la 
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bande caracteristique d'IR64. Les 9 individus resistants 
ne montrent que la bande de Tog5681 a 1' exception d'un 
seul qui est recombinant (fig. 9) . Le polymorphisme de 
restriction mis en evidence par 1 ' enzyme Seal en 

5 utilisant le marqueur Ml comme sonde est done bien lie au 
locus de resistance de Tog568i. L' analyse genetique et 
1 ' idendif ication de marqueurs de resistance sont 
coherentes pour considerer que le marqueur Ml 
cartographie bien le meme locus de resistance chez les 

10 deux varietes Gigante et Tog5681. 

Exemple 10^ ; Transfert de la resistance assitee 
par la marqueur Ml . 

On notera que pour la validation des marqueurs 

15 de resistance en selection, on utilisera egalement 
avantageusement le materiel resultant des recroisements 
d'une variete resistante telle que la variSte Gigante^ 
avec IR64 afin d'introduire la resistance dans cette 
variete. Un tel matSriel peut correspondre a diff brents 

20 stades de recroisement . On dispose par exemple du stade 
BC2 (87,5% theorique du genome du parent recurrent IR64) , 
mais qui comporte le fragment de chromosome de Gigante 
portant la resistance au virus. A chaque generation de 
recroisement, la presence du gene a ete verifiee par une 

25 evaluation de la segregation de la resistance dans la 
descendance en autof econdation. Le controle des marqueurs 
sur les recroisements et leurs descendances permet 
d'eprouver la valeur predictive de la resistance par la 
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presence du fragment de chromosome portant le gene 
resistance . 
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RE VEND I CAT I ONS 

1/ Precede pour 1 ' identification de marqueurs 
5 du locus d'un gene majeur de resistance 4 RYMV, 
caract^rise en ce qu'il comprend 

- 1 'amplification selective de fragments d'ADN 
de riz d'une part d'individus resistants, d' autre part 
d'individus sensibles, descendsuit de varietes parentales, 

10 ces fragments ayant ete prSalablement soumis a une Stape 
de digestion, puis de ligation pour fixer des adaptateurs 
complementaires d' amorces ayant, a leur extrSmite, un ou 
plusieurs nucleotides specif iques, 1 • une des amorces du 
couple etant marquee aux fins de revelation, 

15 - la separation des produits d' amplification, 

par electrophorese sur gel dans des conditions 
denaturantes, et 

- la comparaison des profils d • electrophordse 
obtenus avec des melanges de fragments issus de 

20 descendants resistants et des melanges issus de 
descendants sensibles, avec les fragments provenant des 
varietes parentales, aux fins d* identification de bandes 
dont le polymorphisme est gSnetiquement liS au locus de 
resistance, cette identification etant suivie le cas 

25 echeant, a titre de validation, d'une verification sur 
chacun des individus et du calcul du taux de 
recombinaison genetique entre le marqueur et le locus de 
resistance. 
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2/ ProcedS selon la revendication 1, 
caracterise en ce que les fragments d'ADN sont obtenus 
par digestion des ADN ggnomiques de plantes rSsistantes 
d'une part, et de plantes sensibles d' autre part, et de 
leurs parents, a I'aide d* enzymes de restriction. 

3/ Precede selon la revendication 2, 
caracterise en ce qu'on utilise, comme enzymes de 
restriction, EcoRI et Msel. 

4/ Precede selon la revendication 2 ou 3, 
caracterise en ce que les fragments de restriction sont 
soumis a une ligation pour fixer des adaptateurs. 

5/ Proc6d§ selon la revendication 4, 
caracterise en ce que les fragments obtenus sont 
amplifies Sl I'aide de couples d' amorces complementaires 
des adaptateurs dont les sequences sont respectivement 
GAC TGC GTA CCA ATT C(SEQ ID N° 1) et GAT GAG TCC TGA GTA 
A (SEQ ID NO 2) . 

6/ Precede selon la revendication 4 ou 5, 
caracterise en ce que les fragments obtenus sont 
amplifies a I'aide de couples d' amorces possedant a leur 
extremite, respectivement, des motifs AAC et CAG, ACC et 
CAG, ou encore AGC et CAG, 

7/ Precede selon l»une quelconque des 
revendicatiens 1 a 6, caracterise par 1 • identification de 
bandes marqueurs de resistance. Ml et M2, prSsentant 
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respectivement des tallies de 510 pb et 140 pb, telles 
que determinees en electrophorese sur gel en conditions 
denaturantes - 

8/ Precede selon la revendication 7, 
caracterise en ce que lesdites bandes marqueurs 
determinent un segment inferieur a 10-15 cM portant le 
locus de resistance. 

9/ Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que lesdites bandes marqueurs sont 
situees de part et d' autre du locus et ^ moins de 
5-10 CM. 

10/ Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre une etape d'isolement des bandes marqueurs 
identif iees . 

11/ Procede selon la revendication 10, 
caracterise par la purification des bcindes marc[ueurs 
isolees afin de disposer de fragments d'ADN. 

12/ Procede selon la revendication 11, 
caracterise par le clonage des bandes marqueurs dans un 
vecteur et 1 * introduction du vecteur dans une cellule 
hote . 

13/ Procede selon I'une quelconque des 
revendications 11 ou 12, caracterise par la recuperation 
et le sequengage des fragments d'ADN purifies, clones. 

14/ Procede d'obtention de marqueurs de grande 
specif icite vis-a-vis du locus d'un gene majeur de 
resistance au RYMV, caracterise en ce qu'on definit des 
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couples d* amorces PGR complementaires de la sequence du 
fragment clone, on procede a une amplification specif ique 
de ce fragment a I'aide de ces couples d' amorces, puis on 
soumet les produits . d ' amplification a une migration sur 
gel d' electrophorese precedee ou non d'une digestion par 
enzyme de restriction pour identifier un polymorphisme . 

15/ Bandes AFLP polymorphes telles 
qu' identif iees par le procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 14 a partir d'ADN de plantes de riz. 

16/ Bandes AFLP selon la revendication 15, 
caracterisSes en ce qu'elles sont specif iquement mises en 
evidence dans une variete sensible au RYMV, et dans la 
fraction de plantes sensibles issues du croisement de. 
cette variete avec une variete resistante. 

17/ Secpiences d'ADN correspondant axxx bandes 
polymorphes selon la revendication 15 ou 16, et qui 
permettent de definir unsegment du chromosome 4 de 10-15- 
cM portant le locus de resistance au RYMV. 

18/ Sequences d'ADN selon la revendication 17, 
caracterisees en ce qu'elles correspondent a des 
fragments EcoRI-Msel - 

19/ Sequences d'ADN selon la revendication 18, 
caracterisees par une taille respectivement , de 510 pb et 
de 14 0 pb en gel d' electrophorese en conditions 
denaturantes . 

2 0/ Sequences d*ADN selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 19, caracterisees en ce qu'elles 
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correspondent a des sequences flanquant le locus de 
resistance et situees de part et d' autre de ce dernier, a 
5-10 CM. 

21/ Sequence d'ADN, caracterisee en ce qu'elle 
repond a SEQ ID N« 3. 

22/ Vecteurs de clonage, caracterises en ce 
qu'ils comportent la sequence SEQ ID N«3 selon la 
revendicat ion 2 1 . 

23/ Cellules hotes, caracterisees en ce 
qu'elles sont transf ormees par des vecteurs selon la 
revendicat ion 22 . 

24/ Utilisation des bandes polymorphes selon la 
revendicat ion 15 ou 16 ou des sequences d'ADN selon I'une 
quelconque des revendicat ions 17 k 21 pour 
1 ' identification de phenotypes resistants et le transf ert 
du gene de resistance. 

25/ Utilisation des bandes polymorphes selon la 
revendication 15 ou 21 pour cartographier le gene de 
resistance au RYMV sur une carte de liaison genetique- 

26/ Utilisation de SEQ ID N^3 selon la 
revendication 22 pour 1 • identification et le transf ert de 
la resistance dans les varietes sensibles par selection 
assistee par marqueur. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> I.R.D, 

A.D.R.A.O, 

<120> MOYENS POUR L * IDENTI FICATION DU LOCUS D ' UN GENE MAJEUR 
DE LA RESISTANCE AU VIRUS DE LA PANACHURE JAUNE DU RIZ 
ET LEURS APPLICATIONS. 

<130> CP/VB 926 



<140> 
<141> 



<160> 8 



<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 16 

<212> ADN 

<213> nucleotide 



<400> 1 

gactgcgatc caattc 16 

<210> 2 

<211> 16 

<212> ADN. 

<213> nucleotide 

<400> 2 

gatgagtcct gagtaa 16 

<210> 3 
<211> 471 
<212> ADN 
<213> nucleotide 



<400> 3 

gtgcttgctt 

gttcaacgtc 

aggaaaagga 

aggatgtgga 

tagccacagt 

cagcatggaa 

tccaattcaa 

gaggatgttc 



atagcactac 
ggagaaacag 
ggaaatcgaa 
attggaggaa 
tcatacgaag 
ctgcgcgaaa 
ttgtttgggg 
ggtgctcctc 



aggagaagga 
gctgcgacgg 
gttatgctgg 
gatctagagg 
cgatcgttta 
gaagtagatt 
gattgggaac 
gcagaatatg 



aggggaacac 
gcagcaaggt 
aggggcttga 
agcttgaggc 
gtcaaggggc 
tcagagcaat 
gagttatgaa 
atggctggtc 



aacagccatg 
gccggcggcg 
cctaagggca 
agatgcaaga 
tttctttggg 
gaaagacaat 
tgaaggtcca 
caagattgaa 



<210> 4 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 



gcgagcgaag 60 
gatcggagga 120 
gatgaggagg 180 
tggctagccc 24 0 
agtatgcgct 300 
ctgttctcga 360 
tggacctttc 420 
t 471 



<400> 4 

aggaagggga acacaacagc c 



21 



<210> 5 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 
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<400> 5 

ttatgctgga ggggcttgac c 21 

<210> 6 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 6 

gcagttccat gctgagcgca t 21 

<210> 7 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 



<400> 7 

ccgaacatcc tcgaaaggtc c 21 

<210> 8 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 



<400> 8 

tcatattctg cgaggagcac c 



21 



LISTTE DE SEQUENCES 



<110> I. R. D. 

A. D, R A. O. 



<120> MOYENS POUR L» IDENTIFICATION DU LOCUS UN GENE MAJEUR 
DE LA RESISTANCE AU VIRUS DE LA PANACHURE JAUNE DU RIZ 
ET LEURS APPLICATIONS. 



<130> CP/V B 926 



<140> 
<141> 



<160> 8 



<170> PatentIn Ver. 2. 1 



<210> 1 

<211> 16 

<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 1 

gactgcgatc caattc 

<210> 2 

<211> 16 

<212> ADN 

<213> nucleotide 



<400> 2 

gatgagtcct gagtaa 

<210> 3 
<211> 471 
<212> ADN 
<213> nucleotide 



<400> 3 

gtgcttgctt atagcactac aggagaagga 
gttcaacgtc ggagaaacag gctgcgacgg 
aggaaaagga ggaaatcgaa gttatgctgg 
aggatgtgga attggaggaa gatctagagg 
tagccacagt tcatacgaag cgatcgttta 
cagcatggaa ctgcgcgaaa gaagtagatt 
tccaattcaa ttgtttgggg gattgggaac 
gaggatgttc ggtgctcctc gcagaatatg 



aggggaacac aacagccatg gcgagcgaag 60 
gcagcaaggt gccggcggcg gatcggagga 120 
aggggcttga cctaagggca gatgaggagg 180 
agcttgaggc agatgcaaga tggctagccc 2 40 
gtcaaggggc tttctttggg agtatgcgct 300 
tcagagcaat gaaagacaat ctgttctcga 360 
gagttatgaa tgaaggtcca tggacctttc 420 
atggctggtc caagattgaa t 471 



<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 4 

aggaagggga acacaacagc c 

<210> 5 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 5 

ttatgctgga ggggcttgac c 

<210> 6 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 6 

gcagttccat gctgagcgca t 

<210> 7 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 7 

ccgaacatcc tcgaaaggtc c 

<210> 8 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> nucleotide 

<400> 8 

tcatattctg cgaggagcac c 
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